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Referat 
Die Inzidenz des Diabetes mellitus (DM) nimmt weltweit jährlich zu und erlangt somit große 
Bedeutung für die Entwicklung der globalen Gesundheit. Die WHO rechnet bis zum Jahr 
2030 mit ungefähr 366 Millionen erwachsenen Diabetikern. Es ist bekannt, dass Männer mit 
Diabetes mellitus Typ 1 (DMI) und 2 (DMII) häufiger an Subfertilität leiden, wobei dies 
möglicherweise auf erhöhte Apoptoseraten und vermehrte DNA-Fragmentierungen auf 
zellulärer Ebene zurückzuführen ist. Die Bedeutung der ROS als Regulatoren von 
physiologischen und pathologischen Signaltransduktionswegen ist bekannt. Demzufolge 
könnte die Aktivität der Stickstoffmonoxid-Synthetase (NOS) in diesem Zusammenhang eine 
Bedeutung haben. Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, die Auswirkungen von 
Apoptose und DNA-Fragmentierungen sowie die Bedeutung der NOS im Zusammenhang mit 
der Fertilitätsfähigkeit von Spermienzellen von DMI und DMII Patienten zu erfassen und 
damit erste Erklärungsansätze zur Pathophysiologie der diabetesassoziierten Subfertilität zu 
liefern. Samenproben von Normalspendern und Diabetikern wurden durch 
Dichtegradientenzentrifugation in Subpopulationen separiert und mittels fluoreszenzbasierten 
Assays zur Analyse von apoptoseassoziierten Parametern wie dem Zusammenbruch des 
mitochondrialen Membranpotentials (MMP), Aktivierung von Caspase-3 (CP3), DNA-
Fragmentierungen und reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) im Flowzytometer (FACS) 
untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Erhöhung von Apoptosemarkern 
(gestörtes MMP, aktivierte CP3), ROS und DNA-Fragmentationsraten in Spermien von DMI 
und DMII Patienten im Vergleich zu gesunden Normalspendern. Der Effekt ist bei DMII 
Patienten verstärkt ausgeprägt. Alle gemessenen Parameter korrelieren umgekehrt mit dem 
Fertilitätspotential der Spermien, gemessen anhand etablierter Spermiogramm-Analysen, 
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ADA American Diabetes Association 
Apaf-1 apoptotic-activating factor 1 
ART assistierte Reproduktionstechniken 
ATP Adenosintriphosphat 
CP3 cytosolic aspartat specific protease 3[zytosolische Aspartat-spezifische Protease 3] 
cAMP cyclid adenosine monophoshate [zyklisches Adenosinmonophosphat]  
CASA computer-assisted semen analysis [computergestützte Motilitätsanalyse] 
cGMP cyclic guanidine monophosphate [zyklisches Guanosinmonophosphat]  
DAF-2DA diaminofluorescein-2-diacetate [Diaminofluorescein-2-Diacetat] 
DCF 2’,7’-Dichlorofluorescein 
DCDHF 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein 
DNA deoxyribonucleic acid [Desoxyribonukleinsäure] 
DM Diabetes mellitus 
DMSO dimethyl sulfoxide [Dimethylsulfoxid] 
FACS fluorescent activated cell sorting [Durchflusszytometrie] 
H2DCFDA 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate 
ICSI intracytoplasmic sperm injection [intrazytoplasmatische Injektion von 
Spermatozoen in die Eizelle] 
IDF International Diabetes Federation 
IVF In-vitro Fertilisation 
MACS magnetic actived cell sorting 
MMP mitochondriales Membranpotential 
NO Stickstoffmonoxid 
NOS Stickstoffmonoxid-Synthetase 
8-Oxo-dG   7-Hydro-8-Oxo-2’-Desoxyguanosin 
PARP Poly- (ADP-Ribose)- Polymerase 
PBS phosphate buffered saline [Phosphatpuffer]  
RNA ribonucleic acid [Ribonukleinsäure] 
ROS reactive oxygen species [reaktive Sauerstoffspezies] 
TdT terminal deoxynucleotidyltransferase 
TNF tumor necrosis factor [Tumor – Nekrose – Faktor] 
TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling 
WHO World Health Organisation 
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1. Einführung und Fragestellungen 
1.1 Einführung 
Die männliche Fertilität unterliegt regulatorischen Veränderungen, die durch Erkrankungen 
wie DMI und DMII, Adipositas und dem metabolischen Syndrom beeinflusst werden. 
Weltweit wird ein enormer Inzidenzanstieg an DM verzeichnet, wobei gleichzeitig das Alter 
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose stark abnimmt. Dadurch wird zunehmend eine Gruppe von 
Patienten im reproduktiven Alter vorhanden sein, bei denen ein wachsendes Interesse am 
Verständnis diabetesassoziierter Veränderungen der männlichen Fertilität besteht, wobei es 
hierzu bis dato nur wenige Untersuchungen gibt [55, 84, 85]. Da das klassische 
Spermiogramm keine Informationen über subzelluläre Prozesse in den Samenzellen liefert, 
wurden in der andrologischen Forschung über die letzten Jahre fluoreszenzbasierte Assays 
neu eingesetzt, um apoptoseassoziierte Parameter wie den Zusammenbruch des MMP, 
Aktivierung von CP3, DNA-Fragmentierungen und ROS bei Spermien zu analysieren [27, 
57]. Bei Infertilitätspatienten, in unreifen Spermien und auch nach Kryokonservierung ist die 
Apoptose-Signalkaskade in höherem Maße aktiviert. Es besteht außerdem eine Korrelation 
zwischen Apoptosemarkern und Spermienmotilität, was als möglicher negativer Einfluss auf 
das Fertilitätspotential der Spermien gesehen werden kann [39, 68]. 
Aktuelle Untersuchungen beschreiben pathologische Veränderungen am Proteom der 
Spermien bei DMI und DMII Patienten, wahrscheinlich durch die andauernde Hyperglykämie 
und erhöhten oxidativen Stress bedingt [69]. Untersuchungen mit fluoreszenzbasierten Assays 
zur Bestimmung apoptoseassoziierter Parameter wie der Zusammenbruch des MMP, die 
Aktivierung von CP3, die DNA-Fragmentierungen und der ROS in Spermien von Patienten 
mit DMI und DMII liegen bisher nicht vor. Im Hinblick auf die zukünftige 
Reproduktionsfähigkeit dieser Patienten sollen die vorliegenden Untersuchungen das 
pathogenetische Verständnis der diabetesbedingten Subfertilität verbessern, indem erstmals 
wichtige apoptoseassoziierte Parameter in Spermien von Patienten mit DMI und DMII  
analysiert werden. Darüber hinaus sollte das mögliche Potential dieser Untersuchungen für 
die zukünftige Diagnostik und gegebenfalls Therapie dieser Patienten geprüft werden.  
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1.2 DM und Subfertilität 
1.2.1 Definition und Klassifikation des DM 
DM ist ein Überbegriff für heterogene Störungen des Stoffwechsels. Als Leitbefund gilt die 
chronische Hyperglykämie. Ursächlich spielen eine gestörte Insulinsekretion, eine gestörte 
Insulinwirkung oder beides eine Rolle [51]. Weltweit leiden mehr als 220 Millionen 
Menschen an der Erkrankung und nach Prognosen der WHO wird sich die Anzahl Erkrankter 
zwischen 2005 und 2030 verdoppeln [84]. Die erstmalig 1980 von der WHO eingeführte 
Einteilung in einen insulinpflichtigen DM, den juvenilen Diabetes, und einen nicht-
insulinpflichtigen DM, den Altersdiabetes, gilt als überholt. 1997/1998 entwickelten die 
American Diabetes Association und die WHO die bis heute gültige Einteilung. Danach kann 
die Erkrankung in vier Typen unterteilt werden: DMI, DMII, andere spezifische Typen des 
Diabetes und den Gestationsdiabetes. DMI ist im Gegensatz zu DMII meist immunologisch 
vermittelt und durch eine ß-Zellzerstörung gekennzeichnet, die zu einem absoluten 
Insulinmangel führt. DMII ist häufig mit weiteren Komplikationen eines sogenannten 
metabolischen Syndroms assoziiert und kann von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit 
relativem Insulinmagel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz 
variieren. Als Ursachen für spezifische Typen des Diabetes können Erkrankungen des 
exokrinen Pankreas, sonstige Endokrinopathien, genetische Defekte der ß-Zell-Funktion (z. 
B. maturity-onset diabetes of the young-Formen) und medikamentös-chemisch induzierte 
Formen in Frage kommen, allerdings sind weitere vielfältige Erklärungsmodelle Gegenstand 
aktueller klinischer Untersuchungen (s. Anlagen) [51]. Der Gestationsdiabetes wird definiert 
als erstmals während der Schwangerschaft aufgetretene oder diagnostizierte 
Glukosetoleranzstörung. In der vorliegenden Studie wurden ausschließlich Patienten mit DMI 
und DMII untersucht. 
 
1.2.2 Einfluss des DM auf das Fertilitätspotential 
DM übt innerhalb der Gruppe metabolischer Erkrankungen einen entscheidenden Einfluss auf 
die Reproduktionsfunktion aus. Hierbei sind insbesondere eine herabgesetzte 
Spermienkonzentration und -motilität, abnormale Spermienmorphologie, abnorme 
Veränderungen des Seminalplasmas und verminderte Testosteronspiegel auf Grund 
eingeschränkter Funktion der Leydig-Zellen beschrieben worden [11]. 
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Bei Frauen im reproduktiven Alter ist die Tendenz des präkonzeptionell bekannten DMI oder 
DMII steigend. Der Zuwachs betrug allein von 2007 bis 2008 etwa 10%. Unter den 
Erkrankten nimmt die Anzahl junger DMII Patientinnen stark zu, so dass der Anteil 
Schwangerer mit DMII in Deutschland in Zentren auf circa 20% geschätzt wird. In England 
lag er im Jahr 2003 bei 28%, in den USA und Australien nach dem Jahr 2000 bei mehr als 
50% [53]. 
Es ist bekannt, dass DM in der Schwangerschaft mit einem erhöhten Risiko für Frühaborte, 
kongenitale Anomalien, perinatale Morbidität und Mortalität für den Feten verbunden sein 
kann, was wahrscheinlich durch erhöhten intrazellulären oxidativen Stress oder verminderte 
antioxidative Effekte hervorgerufen wird [16, 26, 28].  
Welchen Einfluss DM auf die Fertilität des Mannes hat, ist allerdings bis dato wenig 
untersucht. Die überwiegende Mehrheit der an DMI erkrankten Männer (> 90%) wird vor 
dem 30. Lebensjahr diagnostiziert, was darauf hinweist, dass eine große Anzahl betroffener 
Patienten im reproduktiven Alter ist. Des Weiteren steigt durch die Zunahme an 
übergewichtigen und adipösen Kindern und Jugendlichen auch in dieser Gruppe die Anzahl 
an DMII Erkrankten [85]. Obwohl eine Vielzahl von chronischen Komplikationen des 
Diabetes seit vielen Jahren bekannt sind, beschäftigten sich bisher nur wenige Studien mit 
dem Problem der Subfertilität bei Diabetikern [55].  
Die Erkrankung kann die Funktion der männlichen Reproduktion auf verschiedenen Ebenen 
beeinflussen, wie beispielsweise der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (prä-
testikuläre Schädigung), der Spermatogenese (testikuläre Schädigung), aber auch das 
Erektions- und Ejakulationsvermögen (post-testikuläre Schädigung) [22, 74]. Es wird 
angenommen, dass durch den DM die Menge an intrazellulärem oxidativen Stress ansteigt 
und es dadurch zu einer Überproduktion an ROS wie zum Beispiel Superoxid, 
Wasserstoffperoxid und Stickstoffmonoxid kommt, während gleichzeitig die Effektivität der 
antioxidativen Schutzfunktion nachlässt [10, 22]. ROS können mit verschiedensten zellulären 
Strukturen wie z. B. Proteinen, Lipiden und DNA reagieren, weshalb sie auf zellulärer Ebene 
für einen Großteil diabetesbedingter Komplikationen verantwortlich sind. Außerdem 
beeinflusst die vermehrte Produktion von ROS möglicherweise die Spermienfunktion, 
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1.3 Theorethische Einführung in die Untersuchungsparameter 
Zunächst soll kurz auf wesentliche physiologische Besonderheiten der männlichen Keimzelle 
eingegangen werden, um das Verständnis der folgenden Untersuchungen zu erleichtern. 
1.3.1 Aufbau eines Spermiums 
Stammzellen der Spermatogenese sind die Spermatogonien. Diese werden im embryonalen 
Hoden zusammen mit den Sertoli-Zellen in die soliden Keimstränge aufgenommen und ruhen 
dort bis zur Pubertät. 
Aus den Keimsträngen entwickeln sich mit der Pubertät Samenkanälchen. Erst in dieser Phase 
gelangen die Spermatogonien in die Phase der mitotischen Vermehrung. Fortlaufend 
entstehen Spermatozyten, aus denen in Reifeteilungen zwei sekundäre Spermatozyten und 
schließlich vier Spermatiden hervorgehen. Die Differenzierung der Spermatiden zu 
Spermatozoen oder Spermien wird als Spermiogenese bezeichnet. Während dieser 
Entwicklung laufen folgende Prozesse gleichzeitig ab: Kondensation des Zellkerns, 


















Abbildung 1:  
Schematischer Aufbau eines Spermiums 
Der Kopf  
ist für die Fertilisation und die Übertragung der 
Erbinformation von Bedeutung. 
Über das Flagellum 
ist die Motilität des Spermiums  gewährleistet, 
welche durch die Gleitbewegung der Tubuli 
gegeneinander im Axonema entsteht.  
 
1.3.2 Kapazitation und Akrosomenreaktion 
Frisch ejakulierte Spermien sind nicht in der Lage eine Eizelle zu befruchten. Sie müssen 
zunächst eine Phase der Konditionierung durchmachen, die als Kapazitation bezeichnet wird. 
Unter Kapazitation versteht man die Destabilisierung der Plasmazellmembran des 
Spermienkopfes. Dies erleichtert das Durchdringen der Zona pellucida und bereitet die 
sogenannte Akrosomenreaktion vor, welche physiologischerweise beim Kontakt des 
Spermiums mit der Zona pellucida ausgelöst wird. Es erfolgt die Fusion der äußeren 
Akrosomenmembran und der Plasmamembran mit konsekutiver Freisetzung von 
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Hyaluronidase und Acrosin. Durch die daraus erfolgende lytische Wirkung wird die 
Penetration der Zona pellucida erleichtert, und die Befruchtung der Oozyte kann ablaufen. 
Der Kapaziationsvorgang dauert etwa sieben Stunden. (s. Abb. 2) [50].  
 






















1 – Spermium nach Beendigung der Kapazitation  2 – Spermium während der Akrosomenreaktion 
3 – Spermium beim Durchdringen der Zona pellucida mit Hilfe vom Akrosom freigesetzen Enzyme 
4 – Spermium nach Eintritt ins Zytoplasma der Oozyte 
 
1.3.3 Apoptose und untersuchte Elemente der Apoptosekaskade 
Unter den Varianten des Zelltodes spielen die Apoptose und Nekrose eine entscheidende 
Rolle. Während man unter Apoptose den programmierten Zelltod somatischer Zellen versteht, 
beschreibt die Nekrose den ungeordneten Zelluntergang, der durch die Freisetzung von 
Zytoplasmabestandteilen in das umliegende Gewebe mit einer Entzündungsreaktion 
einhergeht [62]. Die Apoptose kann durch extrinsische und intrinsische Wege induziert 
werden und läuft unter spezifischen molekularen und morphologischen Veränderungen ab. 
Merkmale apoptotischer Zellen sind Veränderungen der Plasmamembranasymmetrie, 
Kondensation des Zytoplasmas und die nukleäre DNA-Fragmentation [52]. Am Ende wird die 
Zelle in sogenannte „Apoptosekörperchen“ überführt, die schnell phagozytiert werden [72]. 
Insbesondere das Caspasensystem wird aktiviert und durch zahlreiche pro- und anti-
apoptotische Regulatoren kontrolliert. Die Caspasen –Cytosolic Aspartate-Specific Proteases- 
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werden hinsichtlich ihrer Funktion unterschieden in Inititiatorcaspasen mit langen 
Prodomänen (Caspase 2, 8, 9 & 10) und Effektorcaspasen mit kurzen Prodomänen (Caspase 
3, 6 & 7). Initiatorcaspasen sind für die Weiterleitung pro-apoptotischer Signale durch 
Spaltung und Aktivierung weiterer Caspasen verantwortlich. Die rezeptorvermittelte 
extrinsische Apoptose (Typ-I-Apoptose) erfolgt durch membranständige Todesrezeptoren der 
Tumornekrosefaktor(TNF)-Rezeptorfamilie wie Fas und durch spezielle Liganden (Fas-
Ligand, TNF-alpha). Nach dieser Aktivierung kommt es zur variablen mitochondrialen 
Amplifikation und letztendlich zur Aktivierung der Effektorcaspasen, die den „point-of-no-
return“ des apoptotischen Zellabbaus darstellen [8]. Eine Vielzahl apoptotischer Stimuli 
wirken direkt und primär am Mitochondrium und werden durch verschiedene regulatorische 
pro- und anti-apoptotische Proteine u.a. der Bcl-2 Familie reguliert [35, 54]. Die Vermittlung 
der intrinsisch–mitochondrialen Apoptose (Typ-II-Apoptose) wird über das Apoptosom, 
einem Komplex aus Cytochrom c, dem apoptotischen proteaseaktivierenden Faktor 1   (Apaf-
1), dATP/ATP und Pro-Caspase 9, vermittelt [59]. Die Pro-Caspase 9 wird dabei in ihre 
aktive Form transpondiert und ist dann in der Lage die ebenfalls im Komplex integrierte Pro-
CP3 zu aktivieren [18]. Daneben wird durch Cytochrom c die direkte Oxidation des 
innenseitig-membranständigen Phosphatidylserins induziert, welches in oxidierter Form einen 
Verlust der Membranasymmetrie und die konsekutive Externalisierung des PS (EPS) bewirkt 
(s. Abb. 3) [48]. Desweiteren können Mitochondrien den apoptoseinduzierenden Faktor, der 
direkt auf Membranen und die DNA einwirken kann, freisetzen [47]. Bei der 
endoplasmatischen Retikulum (ER)-Stress vermittelten Apotose (Typ-III-Apoptose) führen 
Veränderungen in der Calciumhomöostase zur Akkumulation fehlerhaft prozessierter Proteine 
und verursachen Stress am ER. Es kommt sowohl zur Aktivierung von Calpainen, Caspase 9 
und 12 sowie zur Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP). Der Prozess ist 
unabhängig von Rezeptoren, Apaf-1 sowie der Freisetzung von Cytochrom c [60]. 
Bei Spermatozoen wurden bereits verschiedenste Elemente der aus somatischen Zellen 
bekannten Apoptose-Signalwege nachgewiesen. Dazu gehört nicht nur EPS, sondern auch der 
Zusammenbruch des MMPs und die Aktivierung der CP3, die Ausdruck einer aktivierten 
apoptotischen Signalkaskade sind [32, 67]. Es ist bekannt, dass die Apoptose-Signalkaskade 
vor allem bei unreifen Spermien und Infertilitätspatienten sowie auch nach 
Kryokonservierung in höherem Maße aktiviert ist [39, 68]. In früheren Studien wurde eine 
Korrelation zwischen Apoptosemarkern und Spermienmotilität nachgewiesen und damit ein 
möglicher negativer Einfluss auf das Fertilisationspotential [68], welches bei humanen 
Spermien durch die Fertilisationsfähigkeit einer Oozyte bestimmt ist. In-vitro kann dies 
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mittels Hamsteroozytenpenetrationstest (HOP) und  intrazytoplasmatischer Injektion der 
Spermien in Hamstereizellen (H-ICSI) untersucht werden. Der HOP simuliert dabei die in-
vitro Fertilisation (IVF), während die H-ICSI die intrazytoplasmatische Injektion von 
Spermatozoen in die Eizelle (ICSI) als intrazytoplasmatische Injektion der Spermien in 
Hamstereizellen simuliert [46]. Im Rahmen der assistierten Reproduktionstechniken (ART) 
wurde das Annexin V – Magnetic Actived Cell Sorting (MACS) in den letzten Jahren 
eingeführt und zeichnet sich durch äußerst effiziente Trennung von apoptotischen und 
nichtaapoptotischen Spermien aus [33, 38]. Bei Anwendung dieser Technik konnten bei 
Patienten mit Oligoasthenozoospermie, die sich einer künstlichen Befruchtung unterzogen 
mehr erfolgreiche Schwangerschaften verzeichnet werden. Damit wurde eine Korrelation 
zwischen Apoptose und Fertilitätspotential auch klinisch bewiesen [25]. Als Apoptosemarker 
wurden in der vorliegenden Arbeit MMP und CP3 genutzt und mittels 
fluoreszenzmikroskopischer und FACS-Methoden analysiert.  
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1.3.4 ROS und DNA-Fragmentierung 
ROS werden kontinuierlich von den Spermatozoen gebildet und haben in geringer 
Konzentration physiologische Bedeutung, vor allem die in den Mitochondrien des Spermiums 
gebildeten ROS scheinen im direkten Zusammenhang mit der Motilität des Spermiums zu 
stehen. Außerdem spielen sie eine entscheidende Rolle für die Kapazitation, Hyperaktivität, 
Akrosomenreaktion und demzufolge für die normale Befruchtung [1]. Diese oxidativ 
hochreaktiven freien Radikale können durch eine Dysbalance die Absorptionskapazität der 
Antioxidantien innerhalb eines Spermiums reduzieren [76]. Die DNA-Basenpaare und das 
Phosphodiester-Gerüst gelten als außerordentlich anfällig für die Oxidation durch ROS, 
ebenso wie die Plasmamembran der Spermatozoen, da diese einen hohen Anteil an mehrfach 
ungesättigten Fettsäuren enthält und einen leichten Angriffspunkt für die Oxidation bietet. 
Auf Grund des Mangels an antioxidativen Substanzen in einem relativ kleinen 
Zytoplasmavolumen, ist es den Spermatozoen nicht möglich eine ausreichende Protektion 
aufzubauen [17]. Durch exzessive Wirkung von ROS in Spermatozoen kann es zu Einzel- und 
Doppelstrangbrüchen der DNA kommen. Es kommt zur Ausbildung von 7-Hydro-8-Oxo-2’-
Desoxyguanosin (8-Oxo-dG), welches als Schlüsselelement oxidativer Schäden an der DNA 
gesehen wird [12, 20]. Um die Aktivität reaktiver Sauerstoffspezies in Spermatozoen zu 
bestimmen, verwendeten wir 2’,7’-Dichlorofluorescein-Diacetat (H2DCFDA), wodurch ROS 
nach Oxidation in messbaren fluoreszenten Endprodukten sichtbar werden. Diese können 
mittels Fluoreszensmikroskopie oder FACS dargestellt und gemessen werden. Es ist 
bewiesen, dass oxidativer Stress und die damit verbundene Entstehung eines 
Doppelstrangbruches der DNA Auswirkungen auf alle Spermatozoen haben, während die 
durch apoptoseinduzierte DNA-Fragmentation meist auf Subpopulationen im Ejakulat 
Einfluss hat [63]. Bis zum heutigem Stand der Wissenschaft kann eine Vielzahl verschiedener 
klinischer Faktoren oder Umweltfaktoren, allein oder in Kombination, für die Entstehung von 
oxidativem Stress eine Rolle spielen (s. Abb. 4). 
Die DNA-Fragmentierung von Spermien gewinnt wachsende Beudeutung in der Erforschung 
der männlichen Infertilität [63], da sie mit einer Beeinträchtigung der Embryonalentwicklung, 
einer erhöhten Spontanabortrate und bestimmter Erkrankungen im Kindesalter assoziiert zu 
sein scheint [58]. Im Rahmen der Infertilitäts- und Apoptoseforschung wurden mehrere 
Testsysteme zum Nachweis von DNA-Veränderungen entwickelt, die sich auch auf 
Spermatozoen anwenden lassen können. Tests, die dabei das Vorhandensein tatsächlicher 
DNA-Fragmentationen beweisen, sind TUNEL- oder COMET-Assay [9]. 
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Abbildung 4: Übersicht 
über mögliche Ursachen 
der DNA-Fragmentation   
humaner Spermatozoen                   
(modifiziert nach Aitken RJ 
et. al. [4]), orange unterlegt 
sind die in unserer Studie 
untersuchten Elemente 
 
Mittels TUNEL-Assay kann die Inkorporation von Desoxyuridin-Triphosphat (dUTP) an 
Einzel- oder Doppelstrangbrüchen der DNA in Anwesenheit des katalysierenden Enzyms, der 
terminalen Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) quantifiziert und als gebundenes dUTP via 
Fluoreszenzmikroskopie oder im FACS gemessen werden (s. Abb. 5) [34]. Das Ausmaß eines 
DNA-Schadens pro Zelle kann allerdings mittels TUNEL-Assay nicht erfasst werden, 
sondern nur der Anteil von Spermien mit DNA-Fragmentationen in einer Samenprobe.  
 
 
Abbildung 5: Nachweis von DNA-
Fragmentationen bei Spermatozoen von 
Normalspendern unter  Anwendung des 
TUNEL-Assays (ApoDirect™, Chemicon, 
Temecula, CA) im Fluoreszenzmikroskop 
 
Die DNA-Fragmentation als qualitativer Parameter gewinnt auch durch die wachsende 
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1.3.5 NOS 
Die Bedeutung der ROS als Regulatoren von physiologischen und pathologischen 
Signaltransduktionswegen ist bekannt. Stickstoffmonoxid (NO), welches durch eine kurze 
Halbwertszeit und Reaktionsfreudigkeit einen idealen second messenger darstellt, ist in zwei 
Signalkaskaden essentiell: Der zyklischen Guanosin-Monophosphat (cGMP)-abhängigen und 
der cGMP-unabhängigen. Der cGMP-abhängige Signaltransduktionsweg ist durch eine NO-
assoziierte Aktivierung der Guanylatzyklase gekennzeichnet, was zu einer Konzentrations-
erhöhung von cGMP in der Zelle führt. Durch cGMP wird sowohl die Aktivität der 
Proteinkinase G als auch der cGMP-abhängigen Phosphodiesterasen reguliert. Die cGMP-
unabhängigen Wirkungen kommen hauptsächlich durch S-Nitrosylation zu Stande, welche 
eine wichtige Proteinmodifiaktion im Zusammenhang mit zellulärer Signalübertragung 
darstellt. Allerdings kann NO auch direkt die Adenylatzyklase aktivieren, welche die 
Biosynthese von cAMP aus ATP katalysiert [43]. Als second messenger spielt cAMP für die 
Übertragung intrazellulärer Effekte vieler Hormone eine tragende Rolle. Die Bedeutung von 
NO in Zusammenhang mit verschiedensten Signaltransduktionswegen in den Spermatozoen, 
wie auch während der Kapazitation und Akrosomenreaktion, ist Gegenstand zahlreicher 
Studien [21, 22, 80, 87]. Zu Beginn der Kapazitation produzieren Spermatozoen NO, 
wodurch einerseits ein cAMP-Anstieg, andererseits aber auch nachfolgende 
Phosphorylierungsreaktionen von Serin, Threonin und Tyrosin sowie die Tyrosinnitrierung 
von Proteinen resultieren [21]. NOS wurden vor allem im Kopf und/oder dem Flagellum der 
Spermatozoen gefunden und stellen wahrscheinlich die Hauptquelle von NO in menschlichen 
Spermatozoen dar [45, 72]. Außerdem nimmt NO im weiblichen Reproduktionstrakt Einfluss 
auf die Aktivierung der Calciumspeicher und in Humanspermien auf die Steuerung des 
Flagellums, welche über S-Nitrosylierung geregelt ist [61].  
Desweiteren wurde die NO-Produktion in somatischen Zellen als Teil der Apoptose-
Signalkaskade beschrieben, und es wird ein ähnlicher Effekt in Spermatozoen vermutet. 
Durch oxidativen Stresss verursachte Überproduktion an ROS, demzufolge auch NO, kann 
damit zu einer eingeschränkten Spermienfunktion und Infertilität führen. Die NO-Produktion 
wird durch TNF-alpha und Interleukin-6, die wichtigsten Zytokine der frühen Abwehr und 
Entzündungsreaktion, gesteigert und kann zu einer deutlich reduzierten Progressivmotilität 
der Spermien führen [56]. Trotz vielfältiger Kenntnisse ist die genaue Bedeutung von NO in 
Spermien noch nicht eindeutig geklärt; der Einfluss der NOS auf den Reifestatus der 
Spermien, insbesondere durch Regulation der Apoptose-Signalkaskade, scheint jedoch von 
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weitreichender Bedeutung zu sein. Die Aktivität der NOS in Spermatozoen wurde in der 
vorliegenden Arbeit unter Verwendung des NOS Detection Kit™ und anschließender 
Messung durch Fluoreszenzmikroskopie und FACS bestimmt. 
 
1.3.6 FACS-Untersuchung menschlicher Spermien 
Obwohl von der WHO Standards zur Untersuchung von humanen Spermatozoen entwickelt 
wurden, die regelmäßig aktualisiert werden [86], ist beim klassischen Spermiogramm immer 
eine untersucherbedingte Abweichung der Angaben möglich und weist damit gewisse 
Einschränkungen der Untersuchungsmethode auf.  
In den letzten Jahren nahm das FACS Einzug in den andrologischen Laboren und wird 
vielseitig zur Untersuchung verschiedenster Spermiencharakteristika verwendet, darunter 
Chromatinstruktur, Überlebensfähigkeit, Funktion der Mitochondrien, Akrosomenstatus und 
dem Vorliegen spermatogenetischer Defekte [27, 57]. Der große Vorteil der FACS-Methode 
ist, dass viele tausend Zellen innerhalb weniger Sekunden untersucht werden können und 
anschließend, eine statistisch präzise Auswertungsmöglichkeit existiert. Außerdem zeichnet 
sich die Methode durch eine hohe Reproduzierbarkeit aus.  
Untersuchungen über den Einfluss des DM basierten bisher fast ausschließlich auf der 
konventionellen Lichtmikroskopie des Ejakulats [65, 82], damit wird das Untersuchungs-
spektrum unter Verwendung der FACS-Method in der vorliegenden Arbeit deutlich erweitert. 
 
1.3.7 Klinische Parameter 
Die vorliegenden Untersuchungen unterlagen einem Ethikvotum der Universität Leipzig 
(Nummer 216-2007, 10. August 2007). Alle teilnehmenden Spender mussten vor 
Probenabgabe eine schriftliche Einverständniserklärung abgeben.  
Neben dem Standardspermiogramm nach WHO [86] wurden umfangreiche klinische Daten 
erhoben, um eine genaue Einteilung der Spendergruppen zu ermöglichen. Im Rahmen des 
Spermiogramms waren vor allem die Anzahl und Konzentration der Spermatozoen, das 
Gesamtvolumen des Ejakulats, der pH-Wert sowie die Motilität als Untersuchungsparameter  
von Bedeutung.  
Die Messung des glykosylierten Hämoglobins in Form des HbA1c wird von der American 
Diabetes Association (ADA) zur Langzeitüberwachung von Diabetikern empfohlen und 
wurde in der vorliegenden Arbeit als Primärparameter zur Einordnung der Stoffwechsellage 
aller Spender und Patienten genutzt. Dabei korrelieren die Spiegel des glykosylierten 
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Hämoglobins gut mit dem durchschnittlichen Blutglukosewert der vorangegangenen 2-3 
Monate. HbA1c-Werte unter 6,5% (European Diabetes Policy Group; EDPG), bzw. ≤ 7% 
(ADA) werden therapeutisch angestrebt und wurden als Einschlusskriterium der vorliegenden 
Studie angewandt. Die labormedizinische Bestimmung kann entweder mit der 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie oder durch immunologische Methoden erfolgen. 
Abhängig von der Methode gibt es unterschiedliche Einflussgrößen und Störfaktoren, die zu 
falschen HbA1c-Werten führen können, wie z.B. Urämie, Anämie, Polyzythämie und 
genetisch bedingte Hb-Varianten, welche bei der Bestimmung des HbA1c zu berücksichtigen 
sind [42, 49]. 
 
Tabelle 1: Definition des metabolischen Syndroms nach WHO [83], National Cholesterol 
Education Programm – Adult Treatment Panel III (NCEP-ATPIII)[29] und International 
Diabetes Federation (IDF)[36]. 
WHO (1999) NCEP ATPIII (2002) IDF (2005) 
Normale Glukosetoleranz: 2 der 
folgenden Kriterien + 
Insulinresistenz  
verminderte Glukosetoleranz: 





3 oder mehr der folgenden 
Kriterien 
Zentrale Adipositas (definiert als 
Taillenumfang 94 bzw. 80 cm) 
 
 
+ 2 der folgenden Kriterien 
Dyslipidämie 
Triglzeride: ≥ 1,7 mmol/l 
und/oder 
HDL-C: < 0,9 mmol/l (Männer);  
< 1,0 mmol/l (Frauen) 
Hypertriglyzeridämie 
≥ 1,7 mmol/l 
 
HDL-C: < 1,04 mmol/l (Männer);  
< 1,29 mmol/l (Frauen) 
Hypertriglyzeridämie 
≥ 1,7 mmol/l o. Therapie 
 
HDL-C: < 1,04 mmol/l (Männer); 
< 1,29 mmol/l (Frauen) o. Therapie 
Hypertonie 
≥ 140/90 mmHg 
 
Hypertonie 
≥ 130/85 mmHg 
Hypertonie 
≥ 130/85 mmHg o. Therapie 
 
Adipositas 
Body Mass Index (BMI): 
 >30 kg/m2 
Taille-Hüft-Verhältnis: >0,9 
(Männer); >0,85 (Frauen) 
Zentrale Adipositas 
Bauchumfang (BU) > 102 cm 





≥ 6,1 mmol/l 
Nüchtern-Plasmaglukose 
≥ 5,6 mmol/l (oraler 
Glukosetoleranztest empfohlen) 
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Des Weiteren spielte die Erhebung von Gewicht, Körpergröße, Bauchumfang (BU), BMI und 
Blutdruck eine entscheidende Rolle zur Beurteilung von Spendern und Patienten. 
Differenziert wurden zudem Patienten, die zusätzlich zum DM unter einem metabolischen 
Syndrom litten. Das metabolische Syndrom repräsentiert eine Gruppe von 
Stoffwechselkrankheiten und Hypertonie, das sich bei genetischer Prädisposition unter den 
Bedingungen von Über- und Fehlernährung und Bewegungsmangel entwickelt (s. Tab. 1) [19, 
37]. 
Nach der aktuellen Definition der IDF wird ein metabolisches Syndrom diagnostiziert, wenn 
eine zentrale Adipositas nachgewiesen ist (BU bei Männern ≥ 94 cm, bei Frauen ≥ 80 cm) 
und mindestens 2 weitere Komponenten aus den 4 Risikofaktoren nachweisbar sind. Zu den 4 
Risikofaktoren gehören erhöhter Blutdruck (≥ 130/85 mmHg), Hyperglykämie 
(Nüchternplasmaglukose ≥ 5,6 mmol/l oder gestörte Glukosetoleranz), Hypertriglyzeridämie 
(≥1,7 mmol/l) oder erniedrigtes HDL-Cholesterin (Männer: ≥ 1,0; Frauen: ≥ 1,2) (s. Tabelle 
1) [6]. Als Lifestyle-Faktor wurde das Rauchen untersucht. Eine detaillierte Tabelle aller 
untersuchten Parameter ist als Anlage beigefügt. In der vorliegenden Studie wurden die IDF-
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1.4 Fragestellungen und Ziele der Studie 
Die Subfertilität männlicher DMI und DMII Patienten ist bisher wenig untersucht. In den 
letzten Jahren konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass es einen Zusammenhang 
zwischen DM und DNA-Fragmentationen in Spermien gibt. Das kann neben einem 
nachteiligen Effekt auf die männliche Fertilität (Verschlechterung der Konzeption) auch 
negative Auswirkungen auf die Embryonalentwicklung haben [3, 13, 78, 81]. Außerdem 
scheinen DNA-Fragmentation, Apoptose und ROS in enger Vernetzung auf pathogenetisch 
molekularer Ebene zu stehen und dadurch die männliche Fertilität zu beeinflussen.  
Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb  
1. die Untersuchung verschiedener Elemente der Apoptose-Signalkaskade in Spermien 
männlicher Diabetiker und damit eine mögliche Korrelation zu klassischen 
Spermiogrammparametern und dem Reifegrad der Spermien herzustellen. 
2. eine Korrelationsanalyse der aktivierten Apoptose-Signalkaskade zu klinischen 
Parametern durchzuführen. 
3. einen Fokus auf mögliche Unterschiede der verschiedenen Apoptoseparameter in 
Spermien von Patienten mit DMI verglichen mit DMII zu richten. 
 
Damit soll versucht werden, mögliche Mechanismen für die Subfertilitiät bei diesen Patienten 
aufzuzeigen.  
 
Des Weiteren soll  
4. die Bedeutung von NO mit besonderem Fokus auf Kapazitation und Apoptose in 
Spermatozoen durch die Untersuchung der NOS-Aktivität in unterschiedlichen 
Reifestadien der Spermatozoen verdeutlicht werden und deren Bedeutung bei 
Kapazitationsvorgängen und Apoptose weiter eruiert werden. 
5. eine Abschätzung der Bedeutung weiterführender subzellulärer Ejakulats-
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Abstract Male patients with diabetes type I and type II present more frequently with subfertility. On a subcellular level, increased
apoptosis signalling and the rate of DNA fragmentation have an impact on sperm fertilizing capacity. The aim of this study was to
evaluate apoptosis signalling and the role of DNA fragmentation in sperm of patients with diabetes type I and type II to gain further
insight into the pathophysiology of diabetes-related subfertility in men. Semen specimens collected from 18 healthy fertile donors
and 27 donors with diabetes type I (n = 13) or type II (n = 14) were prepared via density gradient centrifugation. High- and low-
density sperm subpopulations were assessed for apoptosis markers (disrupted transmembrane mitochondrial potential, activated
caspase 3) and reactive oxygen species, as well as DNA fragmentation, by flow cytometry. The results show that ejaculates of dia-
betic men contain significantly (P < 0.05) higher concentrations of spermatozoa with disrupted transmembrane mitochondrial
potential, activated caspase 3, reactive oxygen species and fragmented DNA when compared with healthy fertile donors. The effect
is more pronounced in men with diabetes type II. All measured parameters were inversely correlated with the sperm fertilizing
potential, indicating a possible mechanism of subfertility in diabetic men. RBMOnline
ª 2012, Reproductive Healthcare Ltd. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Introduction
Diabetes mellitus has been in the centre of attention as one
of the most severe threats to modern global health. In
recent decades, it has started to affect more men during
their reproductive years (Agbaje et al., 2007; Wild et al.,
2004). The World Health Organization (WHO) predicts that
the global prevalence of diabetes in adults will reach about
366 million by 2030, representing a 60% increase since 1995
and a 39% rise from 2000 to 2030. However, the prediction
might be an underestimation since the calculations were
based on the assumption that obesity rates would remain
1472-6483/$ - see front matter ª 2012, Reproductive Healthcare Ltd. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.rbmo.2012.06.004
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53.8% of diabetes type I men and 14.3% of diabetes type II
men were smokers.
HbA1c as a parameter of blood glucose adjustment was,
as expected, increased in diabetes type I (6.7 ± 0.7%,
P < 0.01) and type II men (6.9 ± 1.6%, P < 0.01) in compari-
son to the donor group (4.9 ± 0.2%).
Intracellular ROS
Intracellular ROS concentrations were monitored by fluores-
cence microscopy (staining pattern) and flow cytometry.
Under the fluorescence microscope, all positive spermato-
zoa showed fluorescence signals very prominent in the
midpiece section and attenuated in the post-acrosomal
region. No significant contamination with ROS-positive
leukocytes was determined.
Concentrations of ROS (Table 1) tended to be moderately
increased in high-density sperm fractions frommen with dia-
betes type I (9.1 ± 10.3%) when compared with high-density
sperm fractions from healthy donors (7.7 ± 9.6%) and were
significantly elevated in high-density sperm fractions from
men with diabetes type II (19.7 ± 23.1%, P < 0.05). As
expected, the concentrations of ROS were significantly
higher in the low-density sperm fractions compared with
the corresponding high-density sperm fractions of all donor
groups (P < 0.01). In particular, low-density sperm fractions
from diabetes type II men contained high concentrations of
intracellular ROS (26.8 ± 24.6% of spermatozoa).
Disruption of TMP
The percentage of spermatozoa with disrupted TMP
(Table 1) in the high-density sperm fraction was signifi-
cantly increased in men with diabetes type I (46.2 ± 35.9%)
and type II (50.6 ± 18.4%) when compared with healthy
donors (16.2 ± 11.0%, P < 0.01). In the low-density sperm
fractions, the percentage of spermatozoa with disrupted
TMP did not significantly vary between the groups (healthy
fertile donors 56.0 ± 19.8%; diabetes type I 63.2 ± 17.1%;
type II 56.7 ± 14.9%), but it was significantly elevated in
comparison to the corresponding high-density sperm frac-
tions (P < 0.05).
Activation of caspase 3
The percentage of spermatozoa showing activated caspase
3 (Table 1) was significantly higher in high-density sperm
fractions from men with diabetes type I (32.0 ± 24.7%) and
type II (45.0 ± 20.3%) when compared with healthy donors
(14.0 ± 11.1%, P < 0.05 and P < 0.01, respectively). The cor-
responding amounts of spermatozoa with active caspase 3 in
the low-density sperm fractions (healthy donors
35.8 ± 18.4%; diabetes type I 50.1 ± 24.1%; diabetes type II
54.7 ± 14.1%) were elevated in relation to the corresponding
high-density sperm fractions (P < 0.05.
DNA fragmentation
DNA fragmentation rate (Table 1) was significantly higher
(P < 0.01) in high-density sperm fractions from men with
diabetes (type I 22.5 ± 8.4%, type II 28.9 ± 18.4%) than in
spermatozoa from healthy donors (8.2 ± 5.4%). Concor-
dantly, the levels of fragmented DNA were significantly
increased in the low-density sperm fractions (donors
24.7 ± 9.0%; diabetes type I 24.8 ± 10.7%; diabetes type II
41.1 ± 32.7%) when compared with the corresponding
high-density sperm fractions (P < 0.05).
Correlation analyses
The detailed results of the correlation analyses are given in
Table 2. The percentage of spermatozoa exhibiting signs of
apoptosis (spermatozoa with disrupted TMP, activated
caspase 3) and DNA fragmentations showed a significant
positive correlation to the clinical parameters age, abdom-
inal girth, BMI and HbA1c (P < 0.05). Correspondingly,
Table 1 Analysis of apoptosis parameters, DNA fragmentation and oxidative stress in
spermatozoa from healthy fertile men and men with diabetes type I and type II.
Parameter Healthy fertile
donors
Diabetes type I Diabetes type II
High-density sperm fraction
Disrupted TMP 16.2 ± 11.0 46.2 ± 19.4b 50.6 ± 18.4b
Activated CP3 14.0 ± 11.1 32.0 ± 24.7a 45.0 ± 20.3b
DNA fragmentation 8.2 ± 5.4 22.5 ± 8.4b 28.9 ± 18.4b
Intracellular ROS 7.7 ± 9.6 9.1 ± 10.3 19.7 ± 23.1a
Low-density sperm fraction
Disrupted TMP 56.0 ± 19.8 63.2 ± 17.1 56.7 ± 14.9
Activated CP3 35.8 ± 18.4 50.1 ± 24.1 54.7 ± 14.1a
DNA fragmentation 24.7 ± 9.0 24.8 ± 10.7 41.1 ± 32.7
Intracellular ROS 20.8 ± 23.0 14.9 ± 17.2 26.8 ± 24.6
Values are mean % spermatozoa ± standard deviation.
P-values <0.05 were considered significant.
CP3 = caspase 3; ROS = reactive oxygen species; TMP = transmembrane mitochondrial potential.
aWilcoxon test: P < 0.05 when compared with healthy fertile donors.
bWilcoxon test: P < 0.01 when compared with healthy fertile donors.








































sperm progressive motility was significantly negatively cor-
related with the amount of spermatozoa having disrupted
TMP, activated caspase 3 and DNA fragmentation
(P < 0.05). However, intracellular ROS (H2DCFDA-positive
spermatozoa) did not appear to be significantly correlated
with the measured clinical parameters except with the
age of the men. Furthermore, there was no significant asso-
ciation between systolic blood pressure and the evaluated
sperm parameters.
The percentage of spermatozoa showing signs of apopto-
sis (spermatozoa with disrupted TMP, activated caspase 3),
DNA fragmentation or intracellular ROS showed significant
correlations with each other. In detail, the percentage of
spermatozoa with disrupted TMP was significantly positively
correlated with the percentage of spermatozoa with acti-
vated caspase 3, DNA fragmentation and ROS concentration
(r = 0.63, 0.76 and 0.54, P < 0.05). The percentage of sper-
matozoa with activated caspase 3 was significantly posi-
tively correlated with DNA fragmentation and intracellular
ROS concentration (r = 0.58 and 0.57, P < 0.05). DNA frag-
mentation was significantly positively associated with the
ROS concentration (r = 0.31, P < 0.05).
Discussion
Male reproductive alterations have been widely reported in
individuals with diabetes and will inevitably result in an
increased prevalence in men of reproductive age. Infertility
is already a major health problem and sperm disorders are
thought to be either causative or contributory to 40–50%
of the infertile couples (Sharlip et al., 2002; Thonneau
et al., 1991). It is well known that all forms of diabetes
are characterized by chronic hyperglycaemia and the devel-
opment of specific micro- and macrovascular complications.
Oxidative stress is considered to play a major role in the
pathogenesis of these complications (Ceriello, 2003). Never-
theless, there is little insight into the alterations of sperma-
tozoa in diabetic patients.
The aim of this study was therefore to clarify the associ-
ation between apoptosis, ROS concentration and DNA frag-
mentation to get further insight into the fertilizing
capacity of spermatozoa from diabetic type I and type II
men. The study demonstrates that ejaculates from patients
with diabetes type I and type II contain significantly higher
percentages of spermatozoa with disrupted TMP and active
caspase 3. Both parameters are key points within the
apoptosis signalling cascade. A decreased integrity of TMP
causes an opening of mitochondrial pores and subsequently
a release of pro-apoptotic factors (Ravagnan et al., 2002). It
is directly correlated with a loss of sperm motility (Grune-
wald et al., 2008). Activation of caspase 3 leads to terminal
cellular apoptotic degradation when activated (Thornberry
and Lazebnik, 1998). Earlier studies demonstrated a strong
correlation of both parameters with the oocyte penetration
capacity of human spermatozoa (Grunewald et al., 2008).
Consequently, these analyses are well correlated with the
decreased sperm fertilizing potential indicating a possible
mechanism of subfertility in diabetic men.
Although TUNEL assay is not able to detect all sperm
DNA breaks, the method is a well-studied parameter for
DNA integrity. The percentage of TUNEL positive spermato-
zoa is well correlated with impaired sperm fertilizing
capacity (Muratori et al., 2006). Corresponding to recent
studies (Agbaje et al., 2007, 2008), the present study found
an impressively increased rate of DNA fragmentation in
diabetes type I men when compared with donors. In sper-
matozoa from diabetes type II men, the rate of DNA frag-
mentation was even higher compared with spermatozoa
from diabetes type I men. This may be due to long-term
hyperglycaemia or the increased age and BMI of patients
with diabetes type II.
Furthermore, this study found significantly positive cor-
relations between the spermatozoa exhibiting signs of apop-
tosis (spermatozoa with disrupted TMP and activated
caspase 3) or DNA fragmentation and clinical parameters
(age, abdominal girth, BMI and, most importantly, HbA1c).
These findings indicate a possible interlink between sperm
alterations and clinical modifications due to diabetes melli-
tus itself and correspond well with recent reports by Amiri
et al. (2011), La Vignera et al., 2012a and Karimi et al.
(2011). Therefore, blood glucose concentrations need to
be optimized in subfertile diabetes patients. Some studies
found an association between smoking and sperm DNA dam-
age in infertile men (Sepaniak et al., 2006; Viloria et al.,
2007); others have not corroborated this hypothesis (Bel-
cheva et al., 2004; Saleh et al., 2002; Smit et al., 2010).
Although smoking habits were evaluated, the present study
found no link to sperm alterations in diabetic men. This is
maybe due to the limited number of men included. Never-
theless, it is well known that smoking can lead to an
increased rate of apoptosis, reactive oxygen production
and DNA fragmentation (O’Brien and Zini, 2005).
Table 2 Relationship between clinical parameters and progressive motility and apoptosis parameters,








Disrupted TMP !0.47a 0.51a 0.46a 0.55b 0.18 0.63b
Activated CS3 !0.37a 0.42a 0.47a 0.56b 0.08 0.43a
DNA fragmentation !0.50a 0.52a 0.37a 0.45a 0.18 0.60b
Intracellular ROS !0.23 0.31a 0.25 !0.06 0.23
Values are Spearman’s rank correlation (r).
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The decreased sperm motility in diabetic patients
reflects the higher number of spermatozoa with disrupted
TMP, especially in diabetes type II men.
From a clinical point of view, this study underlines that
routine DNA fragmentation testing should be performed in
each diabetes patient seeking infertility treatment. In
men with diabetes-related high sperm DNA fragmentation,
more specific sperm separation methods might be inte-
grated in sperm preparation protocols before IVF as well
as intracytoplasmic sperm injection. For example,
annexin-V-based magnetic activated cell sorting (MACS
GMP Annexin V Kit, Miltenyi Biotec) before or after density
gradient centrifugation is proven to specifically deplete
spermatozoa with active apoptosis signalling and signifi-
cantly reduce the sperm DNA fragmentation rate (Dirican
et al., 2008; Grunewald et al., 2009a; Said et al., 2006).
Moreover, antioxidant therapy should be used in treatment
of subfertile diabetes patients to reduce oxidative stress
levels and DNA fragmentation.
To summarize, these results clearly indicate that apopto-
sis signalling, measured by disrupted TMP and active
caspase 3, is significantly activated in spermatozoa from
men with diabetes type I and II. Together with the increased
presence of intracellular ROS and higher levels of sperm
DNA fragmentation, several subcellular factors are now
available to explain subfertility in diabetic men.
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Activity of nitric oxide synthase in mature and immature
human spermatozoa
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Introduction
Reactive oxygen species (ROS), such as nitric oxide
(NO), are well known modulators of signal transduction
cascades during physiological and pathological processes.
ROS, being short-lived, reactive and normally generated
by cells, are excellent candidates as second messengers.
NO has been shown to signal through at least two
distinct pathways: cyclic guanidine monophosphate
(cGMP)-dependent and cGMP-independent. The cGMP-
dependent effects of NO result from the NO-induced
activation of guanylate cyclase, leading to increased cGMP
levels, which modulate the activity of protein kinase G,
as well as cGMP-regulated phosphodiesterases. cGMP-
independent effects occur predominantly via S-nitrosyla-
tion, an important protein modification related to cell
signalling. NO can also directly activate adenylate cyclase,
thus increasing cAMP levels (Hancock, 2009).
In mammalian spermatozoa, NO is recognised to be
involved in multiple signal transduction pathways. The
role of NO during capacitation and acrosome reaction is
well documented (Zini et al., 1995; Thundathil et al.,
2003; de Lamirande & O’Flaherty, 2007; de Lamirande &
Lamothe, 2009a). Produced by spermatozoa from the
beginning of capacitation, NO controls the increase in
cAMP and most of the known downstream serine, threo-
nine, and tyrosine phosphorylation events, as well as
tyrosine nitration of proteins (de Lamirande et al.,
2009b). Nitric oxide synthases (NOS; neuronal, endothe-
lial and inducible), present in the head and/or flagellum,
are probably the main source of NO in human spermato-
zoa (Herrero et al., 1996, 2003; Revelli et al., 1999).
In addition, NO synthesised in the female reproductive
tract induces mobilisation of Ca2+ stores and flagellar
regulation in human spermatozoa by S-nitrosylation
(Machado-Oliveira et al., 2008).
On the other hand, in somatic cells NO production
was found as part of the apoptosis signalling cascade and
there are some studies suggesting similar effects in sper-
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Summary
Nitric oxide (NO) is known to be involved in multiple signal transduction
pathways of male germ cells, including sperm capacitation. In somatic cells,
NO production was found to be part of apoptosis signalling. The aim of our
study was to further clarify the role of NO in spermatozoa by investigation of
NO synthase activity with regard to sperm maturity and sperm apoptosis sig-
nalling. Semen specimens from 19 healthy donors were subjected to density
gradient centrifugation to separate the predominantly mature and immature
sperm fraction. NO synthase activity was evaluated using diaminofluoresceine-
2-diacetate by FACS. Apoptosis signalling was monitored by flowcytometric
analyses of caspase-3 (CP3) and integrity of the transmembrane mitochondrial
potential (TMP). TUNEL assay was used to detect DNA fragmentations. Matu-
rity of human spermatozoa was associated with increased NO synthase activity
and inactivated apoptosis signalling (lower levels of disrupted TMP, active CP3
and DNA fragmentations, P < 0.05). Activation of apoptosis signalling was sig-
nificantly negatively correlated to NO production, indicating a rather anti-
apoptotic effect of NO. This might underline the recently proposed role of NO
in physiological sperm signal transduction, e.g. during capacitation.





oxidative stress, which is associated with defective sperm
function and infertility. In detail, infection-associated
cytokines like TNF-a and IL-6 increase NO production in
a dose-dependent manner leading to significantly reduced
progressive motility (Lampiao & Du Plessis, 2008).
Moreover, incubation of (boar) spermatozoa with the
NO donor sodium nitroprusside leads to a tremendous
increase in the percentage of sperm cells showing caspase
activity (Moran et al., 2008). Correlation analyses of NO
concentration in the seminal plasma of infertile males
revealed a significant positive association between the NO
concentration and sperm DNA fragmentation measured
by comet assay (Amiri et al., 2008). Such detrimental
effects need further evaluation and validation; hence
several medications including phosphodiesterase-5 (PDE5)
inhibitors administered for erectile dysfunction profoundly
influence NO-related signalling pathways. However, until
now rather positive effects of PDE5 inhibitors on sperm
quality have been reported (Dimitriadis et al., 2008).
The aim of our study was to further clarify the role of
NO in spermatozoa by investigation of NO synthase
activity with regard to sperm maturity under monitoring
of apoptosis signalling.
Material and methods
Semen samples and experimental design
This study was approved by the Institution Review Board
of the Faculty of Medicine, University of Leipzig. Semen
samples were obtained from healthy donors following a
period of 3–5 days of sexual abstinence after given written
informed consent. Semen analysis was performed accord-
ing to the World Health Organization guidelines (WHO,
1999). Samples with ‡20 · 106 spermatozoa ml)1 and at
least 50% progressive sperm motility were selected for the
study.
All semen samples were subjected to density gradient
centrifugation (DGC) to obtain the mature and immature
sperm subpopulation. In both fractions following DGC,
NOS activity was investigated to evaluate NO production,
activated caspase-3 levels and integrity of the transmem-
brane mitochondrial potential (TMP) were assessed as
markers of apoptosis. In addition, the DNA fragmenta-
tion rate was monitored.
Isolation of mature and immature sperm populations
The liquefied semen was loaded onto a 50% and 90% dis-
continuous gradient using isolate (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA) and centrifuged at 300 g for 20 min at
room temperature. The resulting interface between the
50% and 90% layer (fraction 1, immature spermatozoa)
and the 90% pellet (fraction 2, mature spermatozoa) was
aspirated and transferred into separate test tubes. The pel-
lets from both fractions were resuspended each in 2 ml
phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS: Na2HPO4
8,0 mm, K2HPO4 1,5 mm, KCl 2,7 mm, NaCl 140.0 mm),
centrifuged at 500 g for 7 min, again resuspended in PBS
and aliquoted for the various measurements.
Monitoring of NOS activity
Cell permeable and noncytotoxic diaminofluorescein-2
diacetate (DAF-2DA) was used to monitor the activity of
NOS (NOS Detection Kit!; Peninsula Laboratories Inc.,
Bachem Group, San Carlos, CA, USA). The diacetate
groups of the DFA-2DA reagent are hydrolysed by
cytosolic esterases. In the presence of NO, the remaining
nonfluorescent dye DAF-2 is converted to its fluorescent
triazole derivative, DAF-2T. The kit was used according to
the instructions of the manufacturer. Briefly, 500 ll of
working solution, which consists of a mixture of 2 ll of
DAF-2DA and 498 ll of PBS pH 7.4, was added to 200 ll
of sperm suspension. Following incubation for 30 min
light protected at room temperature, the aliquots were
centrifuged for 5 min at 400 g. The supernatant was dis-
carded and the remaining pellet was washed with 1.5 ml
PBS. The washing step was then repeated. Finally, the pel-
let was resuspended in 200 ll of PBS and the sample was
analysed by fluorescence-activated cell sorting (FACS).
Detection of activated caspase-3
Levels of activated caspase-3 were detected in spermato-
zoa using a fluorescein-labelled inhibitor of caspase
(FLICA), which is cell permeable, noncytotoxic and binds
covalently to active caspase-3 (Ekert et al., 1999). The
inhibitor was used with the appropriate controls accord-
ing to the kit instructions provided by the manufacturer
(Caspase-3 FLICA Kit, FAM-FLICA!; Immunochemistry
Technologies, Bloomington, MN, USA). A 150-fold stock
solution of the inhibitor was prepared in dimethylsulph-
oxide and further diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) to yield a 30-fold working solution. All test aliqu-
ots and controls (with 100 ll of PBS) were incubated at
37 "C in the dark for 1 h with 10 ll of the working solu-
tion, subsequently washed twice with the rinse buffer and
subjected to flow cytometric analyses.
Monitoring of transmembrane mitochondrial potential
A lipophilic cationic dye (5,5¢,6,6¢-tetrachloro-1,1¢,3,3¢-
tetraethylbenzimidazolyl carbocyanine chloride) was used to
detect intact TMP in spermatozoa (ApoAlert#, Mitosensor
Kit; Clontech, Mountain View, CA, USA). Spermatozoa
C. Roessner et al. Activity of nitric oxide synthase in human spermatozoa




with intact mitochondria excite an intense red fluores-
cence due to the formation of the dye aggregates, whereas
the monomer dye fluoresces green in the presence of
spermatozoa with a disrupted mitochondrial membrane.
The kit was used according to the instructions of the
manufacturer. Briefly, all aliquots were incubated at
37 !C for 20 min in 1 lg of the lipophilic cation diluted
in 1 ml of PBS. Negative controls were processed identi-
cally for each fraction except that the stain was replaced
with 10 ll of PBS. The fluorescent signals were measured
using FACS.
Evaluation of DNA fragmentation
Sperm DNA strand breaks were evaluated using FACS
using the terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
fluorescein-dUTP nick end labelling (TUNEL) assay kit
(Apo-Direct"; Chemicon, Temecula, CA, USA). Briefly,
spermatozoa were washed twice in PBS and resuspended
in 1% paraformaldehyde at a concentration of 1–2 · 106
spermatozoa ml)1 and placed on ice for 30–60 min.
These spermatozoa were again washed by centrifugation
at 300 g for 5 min and resuspended in 70% ice-cold etha-
nol. Following a second wash in PBS to remove ethanol,
sperm pellets were resuspended in 50 ll of the staining
solution for 60 min at 37 !C. The staining solution con-
tained terminal deoxytransferase (TdT) enzyme, TdT
reaction buffer, fluorescein tagged deoxyuridine triphos-
phate nucleotides (FITC-dUTP) and distilled water. All
cells were further washed in rinse buffer, resuspended in
0.5 ml of propidium iodide/RNase solution and incubated
for 30 min in the dark at room temperature. An addi-
tional sperm negative control were processed identically
for each fraction except that the TdT enzyme was
replaced with an equal volume of PBS.
Flow cytometry analysis
The percentages of spermatozoa with activated NOS, acti-
vated caspase-3, disrupted TMP and fragmented DNA
were evaluated using flow cytometry in aliquots of the
mature and immature sperm fraction of all semen sam-
ples. A minimum of 10 000 spermatozoa were examined
for each assay at a flow rate of <100 cells s)1. The sperm
population was gated using 90-degree and forward-angle
light scatter to exclude debris and aggregates. The excita-
tion wavelength was 488 nm supplied by an argon laser
at 15 mW. Green fluorescence (480–530 nm) was mea-
sured in the FHL1 channel and red fluorescence
(580–630 nm) in the FHL-2 channel. The percentage of
positive cells and the mean fluorescence was calculated on
a 1023 channel scale using the software Expo32ADC
(Coulter, Germany).
Statistical analysis
Data were analysed by using inbuilt functions within the
Statistica# 6.0 software (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Study
variables were not normally distributed. Summary statis-
tics are presented as mean absolute difference. Univariate
comparison of sperm variables at different time points
was performed with Wilcoxon’s signed rank test. All




The mean sperm concentration and percentage motility
in the raw ejaculates of the donors were 57.2 ± 33.5 ·
106 ml and 63.9 ± 10.2%. Morphology analysis revealed
10.5 ± 3.5% spermatozoa with normal morphology (strict
criteria).
Monitoring of NOS in mature and immature
spermatozoa
Using fluorescence microscopy, active NOS was found to
be located predominantly in the sperm cytoplasm, dis-
played by green fluorescence of the head and midpiece
region (Fig. 1). No differences of the localisation of NO
production were observed between mature and immature
spermatozoa. The percentage of spermatozoa with acti-
vated NOS was determined flowcytometrically (Fig. 2). It
was notably increased in the mature sperm subpopulation
(82.4 ± 18.5%, mean ± SD) when compared with the
Fig. 1 Fluorescence microscopy of mature spermatozoa containing
active nitric oxide synthase. The active enzyme was located predomi-
nantly in the sperm cytoplasm, displayed by green fluorescence of the
head and midpiece region. Detection was performed using DAF-2DA-
reagent (NOS Detection Kit"; Peninsula Laboratories Inc.).
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immature (59.6 ± 21.9%) sperm subpopulation (P < 0.05,
Table 1).
Activated caspase 3, TMP and DNA fragmentation
As expected, the mature sperm fraction contained signifi-
cantly less cells with activated apoptosis signalling and
DNA fragmentation. The percentage of spermatozoa
with disrupted TMP (16.2 ± 11.0%), active CP3 (14.3 ±
11.1%) and DNA fragmentation (13.1 ± 8.3%) were
significantly reduced in mature spermatozoa when com-
pared with the immature fraction (56.0 ± 19.8%, 35.8 ±
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Fig. 2 Sample FACS histograms of mature
and immature spermatozoa stained with the
DAF-2DA-reagent (detection of spermatozoa
with active nitric oxide synthase, NOS),
Caspase-3 FLICA (measurement of spermato-
zoa with active caspase-3), lipophilic cations
(labelling of spermatozoa with intact trans-
membrane mitochondrial potential, TMP) and
TUNEL assay (DNA fragmentation rate,
marked as early and late apoptotic sperm
fraction). The x-axis of each histogram depicts
the intensity of fluorescence in the green
spectrum (FLH-1 channel) or orange spectrum
(FLH-2 channel) on a logarithmic scale. The
y-axis depicts the frequency in terms of the
number of cells.
C. Roessner et al. Activity of nitric oxide synthase in human spermatozoa





Spearman rank correlation analysis revealed a significantly
positive association of activated NOS to progressive
motility (r = 0.53; P = 0.003) and to the integrity of the
TMP (r = 0.70; P < 0.001). Concordantly, a significantly
negative correlation of the percentage of spermatozoa
with active NOS and those with active CP3 (r = )0.49;
P = 0.002) was observed. Moreover, high levels of sperm
DNA fragmentation were associated with significantly
lower levels of NOS activity in spermatozoa (r = )0.57;
P = 0.0014). Apoptosis-related parameters correlated
well with each other, serving as a quality control of the
assays.
Discussion
Nitric oxide is a free radical generated from the oxidation
of l-arginine to l-citrulline by three isoforms of NOS
(Hancock, 2009). Several data suggest a relevant role in
sperm cell (patho-) physiology (Zini et al., 1995; Lewis
et al., 1996; Balercia et al., 2004; Sakamoto et al., 2008),
but conclusive data on its role in spermatozoa are still
lacking.
The results obtained in our study indicate for the first
time that presence and activity of sperm NOS is depen-
dent on the maturity of male germ cells. Without external
triggers, active NO production by NOS was observed in
most of the mature and only two third of the immature
spermatozoa. In sperm aliquots with high levels of apop-
tosis signalling, active NO production was significantly
reduced.
The results support earlier studies underlining the
role of NO as a signal transduction molecule in sper-
matozoa (Herrero et al., 2003) and its physiological
effects during sperm capacitation and acrosome reaction
(Lewis et al., 1996; de Lamirande & O’Flaherty, 2007;
de Lamirande et al., 2009b). Low levels of NO produc-
tion contribute to the reduced capacity of immature
spermatozoa to undergo capacitation (Harrison & Gadella,
2005).
Negative effects of NO on sperm functions as described
in other studies (Balercia et al., 2004; Amiri et al., 2008;
Moran et al., 2008) were not observed. Particularly NOS
activity was neither positively correlated to caspase activa-
tion nor to DNA fragmentation. However, in this study,
spermatozoa were not exposed to excessive doses of NO.
On the other hand, the measured induction of caspase-3
in the presence of high doses of NO in one study (Moran
et al., 2008) possibly might have been a side effect of the
NO donor sodium nitroprusside itself. It can only be
speculated whether ROS involvement in both pathological
and physiological processes depends on the alternative
redox state and relative level of NO. In conclusion, our
results clearly demonstrate NO production as a sign of
sperm maturity, underlining the physiological role played
by nitric oxide in spermatozoa.
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3. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen 
Patienten mit DMI und DMII leiden häufig unter einer Subfertilität. Deren Ursachen sind auf 
subzellulärer Ebene bisher nicht ausreichend geklärt. In den letzten Jahren wurde in Spermien 
männlicher Diabetespatienten eine herabgesetzte Konzentration und –motilität, eine 
veränderte Morphologie (Tabelle 2) sowie Veränderungen des Seminalplasmas und ein 
verminderter Testosteronspiegel durch die eingeschränkte Funktion der Leydig-Zellen 
gesichert [69]. 
Darüber hinaus konnte in einigen Studien gezeigt werden, dass es einen Zusammenhang 
zwischen DM und DNA-Fragmentationen in Spermien gibt. Das kann neben einem 
nachteiligen Effekt auf die männliche Fertilität (Verschlechterung der Konzeption) auch 
negative Auswirkungen auf die Embryonalentwicklung haben [3, 13, 81, 84].  
 
Tabelle 2: Zusammenfassung der Daten zur Samenqualität von Männern mit DM im 
Vergleich zu Normalspendern aus publizierten Studien (orange unterlegt die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit; orange Pfeile - häufigste Parameter im Studienvergleich) 
 
 
Studie Jahr Volumen Konzentration Motilität Morphologie 
Roessner et al. 2010/2012 ê é ê - 
Baccetti et al. [14] 2002 çè çè ê ê 
Niven et al. [64] 1995 - - é - 
Ali et al. [7] 1993 ê é ê çè 
Vignon et al. [82] 1991 çè é çè ê 
Dinulovic et al. [24] 1990 ê/çè ê ê ê 
Garcia-Diez et al. [31] 1990 ê ê ê ê 
Shrivastav et al. [75] 1989 çè çè çè ê 
Handelsman et al. [44] 1985 ê çè çè çè 
Padron et al. [70] 1984 ê çè ê ê 
Bartak et al. [15] 1975 ê ê ê ê 
 
Zum besseren Verständnis möglicher Mechanismen für die Subfertilitiät bei Patienten mit 
DMI und DMII erfolgte in der vorliegenden Arbeit neben der Erfassung des Spermiogramms 
und klinischer Parameter die Untersuchung verschiedener Elemente der Apoptose-
Signalkaskade, von intrazellulärem oxidativen Stress und der DNA-Fragmentationsrate. 
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Die vergleichende Untersuchung des Spermiogramms zeigte eine herabgesetzte Motilität in 
Ejakulaten der Diabetiker im Vergleich zu gesunden Spendern. Die Spermienkonzentration 
der Diabetiker war bei reduziertem Volumen relativ erhöht (Tabelle 2). 
 
Belegt wurde erstmals, dass Ejakulate von Patienten mit DMI und DMII im Vergleich zu 
gesunden Spendern einen signifikant höheren prozentualen Anteil an reifen Spermatozoen mit 
einem gestörten MMP und damit aktivierter Apoptose-Signalkaskade haben. Dies konnte für 
CP3 auch bei der Betrachtung der unreifen Spermienfraktion nachgewiesen werden.  
Das gestörte MMP bedingt eine geringere zelluläre Energiebereitstellung und führt so zur 
schlechteren Motilität der Diabetikerspermien. Sowohl für den Zusammenbruch des MMPs, 
als auch für die Aktivierung von CP3, ist bereits ein negativer Einfluss auf die Fähigkeit der 
Spermien zur Oozytenpenetration beschrieben worden [40]. Die verstärkte Aktivierung der 
Apoptose-Signalkaskade kann daher ursächlich für die Subfertilität bei Diabetikern sein. 
Darüber hinaus fand sich in Übereinstimmung mit früheren Studien [2, 3] in reifen Spermien 
von Patienten mit DMI eine höhere DNA-Fragmentationsrate im Vergleich zu den 
Normalspendern. Die meisten DNA-Fragmentierungen wiesen jedoch die Spermien von 
DMII Patienten auf. In dieser Gruppe war auch die DNA-Fragmentationsrate bei unreifen 
Spermien am stärksten erhöht. Ursächlich kommt neben der bereits beschriebenen 
Aktivierung des programmierten Zelltodes auch vermehrter oxidativer Stress als Folge der 
hyperglykämischen Stoffwechsellage in Frage. In diesem Kontext wurde die Bedeutung von 
ROS in der Spermienapoptose-Signalkaskade untersucht. Es wurde eine erhöhte Rate an ROS 
in reifen Spermien von Diabetikern gemessen, bei DMII Patienten deutlich höher verglichen 
zu DMI.  
Damit sind bei DMI Patienten und noch ausgeprägter bei DMII Patienten alle untersuchten 
Parameter pathophysiologisch relevant. Neben der bereits beschriebenen Motilitätsminderung 
und schlechteren Oozytenpenetrationsfähigkeit apoptotischer Spermien führt vor allem die 
erhöhte DNA-Fragmentationsrate zu  Schäden in der Embryonalentwicklung, resultierend in 
erhöhten Abortraten [23]. Korrelationsuntersuchungen ergaben einen engen statistischen 
Zusammenhang zum HbA1c Wert und damit der langfristigen Einstellung des 
Blutzuckerspiegels.  
 
Die weiteren klinischen Untersuchungen der Patienten zeigten im Vergleich einen höheren 
Bauchumfang bei DMII Patienten, resultierend in einem erhöhten BMI. Auch wenn Patienten 
mit metabolischem Syndrom von den vorliegenden Untersuchungen explizit ausgeschlossen 
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wurden, muss der BMI ebenso wie das in der Gruppe der DMII Patienten höhere Lebensalter 
grundsätzlich bei der Bewertung der Ergebnisse berücksichtigt werden.  
Lifestyle-Faktoren wie Nikotin, Alkohol, Koffein, Drogenabusus u.v.m. können negative 
Auswirkungen auf die Fertilität haben. In der vorliegenden Studie wurde vorrangig der 
Nikotinkonsum erfasst. Eindeutige Zusammenhänge oder spezifische Veränderungen des 
Nikotinkonsums bei Diabetikern konnten jedoch nicht aufgezeigt werden. Da sich das 
Seminalplasma von Rauchern durch eine geringere antioxidative Kapazität auszeichnet und es 
vermehrt zu oxidativen Schäden an der DNA der Spermatozoen kommt [5, 70], ist theoretisch 
von einer weiteren Verschlechterung der ohnehin beeinträchtigten Fertilität der Diabetiker 
auszugehen. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch auf Grund des geringen Anteils 
von Rauchern in Spender- und Diabetikergruppen nicht statistisch überprüft werden. 
 
Ein zweiter Teil der Arbeit war der pathogenetischen Einordnung einer weiteren ROS 
gewidmet. Da die genaue Bedeutung von NO in Spermien noch nicht eindeutig geklärt ist, 
wurde im Rahmen des 2. Publikationsmanuskriptes die Aktivität der NOS im Hinblick auf 
den Reifestatus der Spermien unter Beobachtung der Apoptose-Signalkaskade untersucht. 
Damit sollte eine Möglichkeit zum Verständnis der Funktion von NO in Spermien geliefert 
werden. Die Aktivität der NOS in der reifen Spermienfraktion gesunder Spender war im 
Vergleich zur unreifen Spermienfraktion deutlich erhöht. Eine aktive NO-Produktion durch 
NOS konnte in der Mehrheit der reifen Spermienfraktion nachgewiesen werden; dies gelang 
jedoch nur in etwas mehr als der Hälfte der unreifen Spermienfraktion. Diese Ergebnisse 
belegen erstmalig das Vorhandensein und die Aktivität der NOS in Korrelation zum 
Reifestatus der Spermien. Damit werden die Hypothesen früherer Studien unterstrichen, in 
denen die physiologische Rolle von NO als Signaltransmitter während der Kapazitation und 
der Akrosomenreaktion als essentiell erachtet wurde [21, 22, 45]. Momentan kann nur 
darüber spekuliert werden, ob das Gleichgewicht von ROS an physiologischen und 
pathologischen Prozessen vom Redoxzustand und der vorhandenen Gesamtmenge von NO 
abhängt.  
 
Zusammenfassend ist es erstmals gelungen, eine verstärkte Aktivierung der Apoptose-
Signalkaskade in Spermien sowohl bei Patienten mit DMI als auch mit DMII nachzuweisen 
und damit erste Erklärungsversuche für die Subfertilität bei Diabetikern zu liefern. Darüber 
hinaus konnte die Aktivität der NOS in verschiedenen Reifestadien der Spermatozoen 
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dargestellt werden, wobei eine eher physiologische Funktion von NO im Rahmen der 
Kapazitation suggeriert wird.   
 
Die Ergebnisse verdeutlichen eine Verbindung zwischen der signifikant aktivierten Apoptose-
Signalkaskade, untersucht durch die Messung des gestörten MMPs und aktivierter CP3 bei 
DMI und DMII Patienten. Zusätzlich sind durch die ebenfalls erhöhten Rate an ROS sowie 
DNA-Fragmenten erstmals weitere subzelluläre Faktoren zur möglichen Erklärung der 
Subfertilität bei Diabetikern verfügbar. Es wird deutlich, dass die Untersuchung dieser 
Parameter in ihrer Gesamtheit in Zukunft vielfältige Möglichkeiten zu Fertilitäts-
untersuchungen und -beurteilungen bieten. Dies gilt ganz besonders für die Evaluation des 
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Ätiologische Klassifikation des DM (modifiziert nach ADA 2004) 
 
I. DMI (ß-Zellzerstörung, die gewöhnlich zum absoluten Insulinmangel führt) 
A. autoimmun 
B. idiopathisch 
II. DMII (kann von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativen   
            Insulinmangel bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit       
            Insulinresistenz variieren) 
III.        andere spezifische Typen 
A. genetische Defekte der ß-Zellfunktion 
1. Chromosom 12, HNF-1α (MODY3) 
2. Chromosom 7, Glucokinase (MODY2) 
3. Chromosom 20, HNF-4α (MODY1) 
4. Chromosom 13, IPF-1 (MODY4) 
5. Chromosom 17, HNF-1ß (MODY5) 
6. Chromosom 2, NeuroD1 (MODY6) 
7. Mitochondriale DNA 
8. Andere 
B. Genetische Defekte der Insulinwirkung 
1. Insulinresistenz Typ A 
2. Leprechaunismus 
3. Rabson-Mendenhall-Syndrom 
4. Lipatrophischer Diabetes 
5. Andere 




4. Zystische Fibrose 
5. Hämochromatose 





























G. seltene immunologische Diabetesformen 
1. Insulin Autoimmun-Syndrom (AK gegen Insulin) 
2. Anti-Insulinrezeptor-Antikörper (Insulinresistenz Typ B) 
3. „Stiff-man“-Syndrom 
4. Andere 
H. genetische Syndrome, die manchmal mit DM assoziiert sind 
1. Down-Syndrom (Trisomie 21) 
2. Klinefelter-Syndrom (XXY) 
3. Turner-Syndrom (X0) 
4. Wolfram-Syndrom (DIDMOAD) 
5. Friedreich-Ataxie 
6. Chorea Huntington 
7. Laurence-Moon-Biedl-Bardet-Syndrom 


















Untersuchte Laborparameter und klinische Parameter 
Normalspender Diabetes I Diabetes II
N MIN MAX MEAN STD.DEV. N MIN MAX MEAN STD.DEV. N MIN MAX MEAN STD.DEV.
Age 18 22 36 26,39 4,12 13 24 56 37,77 10,87 14 39 68 53,57 8,02
Bauchumfang (cm) 17 77,00 102,00 84,41 6,36 13 83 100 91,31 5,03 14 100 158 121,07 17,08
Resistin (ng/ml) 17 2,96 14,80 5,27 2,82 13 2,16 9,42 4,66 2,08 14 1,81 5,24 3,91 0,91
Leptin (ng/ml) 17 0,20 12,10 3,28 3,55 13 1 12,1 3,98 2,83 14 4,4 31,4 15,87 8,77
SOBR (ng/ml) 9 18,7 41 27,13 8,47 4 13,4 18,9 16,93 2,50
HbA1c (%) 18 4,50 5,20 4,87 0,19 13 5,5 7,9 6,71 0,70 14 5,3 10 6,89 1,56
GGT 17 0,20 0,63 0,39 0,15 13 0,14 1,36 0,41 0,37 14 0,25 1,67 0,76 0,48
Kreatinin (Mmol/l) 17 71,00 100,00 85,71 7,02 13 51 95 80,54 12,93 14 60 105 82,14 16,15
Triglyceride (mmol/l) 17 0,57 35,00 3,31 8,19 13 0,65 3,96 1,52 1,05 14 1,38 27,7 4,63 6,82
Cholesterol (mmol/l) 17 1,33 6,56 4,33 1,25 13 3,67 6,89 5,08 0,98 14 3,55 14,01 5,22 2,59
HDL (mmol/l) 17 0,80 2,01 1,29 0,34 13 0,78 2,69 1,33 0,54 13 0,54 1,54 0,97 0,27
LDL (mmol/l) 17 0,86 4,46 2,59 0,85 13 1,79 4,63 2,89 0,87 13 0,96 3,17 2,37 0,66
Lutropin 17 1,90 6,30 4,34 1,16 13 2,8 8,8 5,02 1,83 14 0,1 7,7 3,76 2,19
Follitropin 17 1,50 10,60 3,84 2,16 13 1,6 16,8 5,33 4,04 14 0,3 12,3 5,47 3,43
Testosteron (nmol/l) 17 11,73 31,30 20,63 6,32 13 12,09 40,31 21,69 7,57 14 7,59 20,15 12,53 3,39
RR sys (mmHg) 17 100,00 147,00 125,12 12,20 13 115 150 129,15 9,89 14 119 165 136,57 15,37
RR dias (mmHg) 17 75,00 90,00 81,06 3,47 13 70 85 80,69 4,29 14 76 96 88,14 6,69
PH-Wert 18 7,20 8,00 7,68 0,24 13 7,5 8 7,68 0,13 14 6,4 8 7,66 0,40
WHOa 18 0 20 9,72 6,06 13 0 15 3,85 4,63 14 0 10 2,86 3,78
WHOb 18 5 50 36,94 10,59 13 5 60 28,85 16,09 14 10 30 18,57 6,33
WHO(a+b) 18 5 65 46,67 15,15 13 5 65 32,69 19,11 14 10 35 21,43 8,42
WHOc 18 5 35 17,22 7,12 13 10 25 14,23 4,94 14 15 30 23,21 5,75
WHO(a+b+c) 18 30 75 63,89 10,23 13 20 75 46,92 16,65 14 30 60 44,64 9,90
WHOd 18 25 70 36,11 10,23 13 25 80 53,08 16,65 14 40 70 55,36 9,90
Konz/ml (in Mio.) 18 7,00 132,00 57,17 33,54 13 3 263 83,92 88,86 14 9 478 121,93 135,32
Gesamtkonz.(Mio.) 18 14,00 650,00 190,11 148,80 13 6 600 176,50 197,57 14 13 572,5 187,89 195,56
Volumen (ml) 18 1,00 6,50 3,17 1,25 13 1 5,5 2,08 1,12 14 0,75 4 1,93 1,03
Größe(in m) 17 1,70 1,91 1,79 0,06 13 1,67 2,01 1,81 0,08 14 1,58 1,88 1,78 0,09
Gewicht(in kg) 17 63,00 100,00 75,32 9,68 13 67 92 81,92 8,00 14 80 162 108,07 20,20
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